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Cell-free protein synthesis (CFPS) is an important tool for molecular bio -
logy and can be used in applied and basic research. Especially as a high
throughput technology for functional genomics and proteomics, CFPS
systems offer a significant advantage compared to living cells. Toxic,
membrane or viral proteins can be readily expressed in vitro. However, a
low synthesis performance currently limits the use for bioproduction pur-





ó Seit der bahnbrechenden Arbeit von
Nirenberg und Matthaei im Jahr 1961 [1], in
der Zellextrakte zur in vitro-Translation von
Proteinen genutzt wurden, ist die zellfreie
Proteinsynthese (CFPS) für Molekularbiolo-
gen in vielen Anwendungsbereichen zu einem
bedeutenden Werkzeug geworden (Tab. 1).
Wirft man einen Blick auf moderne genomi-
sche Fragestellungen, hat die CFPS insbe-
sondere im Hochdurchsatzbereich der funk-
tionellen Genomik oder Proteomik gegenü-
ber zellbasierten Systemen einen enormen
Vorteil. Besonders effizient ist ihr Einsatz bei
der Herstellung von Proteinarrays [2] oder bei
der gerichteten in vitro-Evolution von Prote -
inen mithilfe von Display-Technologien [3, 4].
Geht es um die Expression zelltoxischer Pro-
teine, schwer löslicher Membranproteine oder
viraler Proteine, stellt die CFPS-Methode eine
geeignete Alternative zu zellbasierten Metho-
den dar. Nicht zuletzt ist eine in vitro-Pro-
teinexpression die schnellste Möglichkeit, um
aus einem Gen ein Protein zu erhalten. Aus-
gehend von RNA, einem PCR- oder Plasmid-
template können in vitro-Proteinsynthesen
und funktionale Assays in wenigen Stunden
durchgeführt werden – unabhängig von ihren
Wirtszellen. Für Bioproduktionszwecke ist ihr
Einsatz aufgrund der zu geringen Protein-
syntheseleistung aktuell noch limitiert. Jedoch
arbeiten weltweit verschiedene Forscher-
gruppen an der Aufhebung dieser Limitie-
rung mit der Vision, zelluläre Systeme durch
zellfreie Systeme sinnvoll zu ergänzen bzw.
abzulösen.
Funktionsweise und Wahl eines
geeigneten zellfreien Systems
Theoretisch lassen sich aus jeder Art von Zel-
len rohe Extrakte für die zellfreie Proteinex-
pression gewinnen. Am häufigsten werden
jedoch Systeme auf Basis von Escherichia coli
[5], Weizenkeimen [6], Kaninchenretikulo-
zyten [3] und Insektenzellen [7] verwendet.
Die Extrakte enthalten alle notwendigen
Bestandteile des Proteinsyntheseapparats wie
Ribosomen, Enzyme und Chaperone und auch
biologisch aktive Organellen und Membran-
teile. Nach Zugabe von Aminosäuren, einer
Energiequelle, Salzen und anderen Kofakto-
ren kann theoretisch jedes Protein, codiert
durch ein DNA- oder RNA-Template, synthe-
tisiert werden. Die Rohextrakte werden in der
Regel entweder weiter zu reinen Transla-
tionssystemen  aufgearbeitet, die ausgehend
von mRNA zur Proteinsynthese befähigt sind,
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˚ Abb. 1: Funktionsprinzip zellfreier Expressionssysteme. Als Startmaterial wird zur Herstellung
von Proteinen in den Translationssystemen RNA (ungekoppelte Expression) bzw. in Transkrip-
tions/Translationssystemen DNA (gekoppelte Expression) eingesetzt.
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oder zu Systemen, die eine gekoppelte Trans-
kription und Translation ausgehend von DNA
ermöglichen (Abb. 1).
CFPS-Systeme sind kommerziell erhält-
lich (z. B. Promega, TNT-Systeme), können
aber auch im Labor mit mehr oder minder
großem Aufwand selbst hergestellt werden.
Die gängigen eukaryotischen und prokaryo-
tischen Systeme enthalten unterschiedliche
zelluläre Komponenten und Kofaktoren, wel-
che die Expression, Faltung und Modifika-
tion des Zielproteins auf unterschiedliche
Weise fördern. Daher hängt die Wahl des
optimalen Systems von der Herkunft, den
biochemischen Eigenschaften des Ziel -
proteins und natürlich der Fragestellung
ab. Während sich prokaryotische Extrakte
durch eine höhere Prozessivität auszeich-
nen (Tab. 2), ermöglichen eukaryotische
Extrakte eine effizientere Produktion kom-
plexer Proteine und posttranslationale Modi-
fikationen.
Alternatives CFPS-System auf Basis
von Tabakzellen
Eine breitere Anwendung der zellfreien Pro-
teinsynthese setzt die Verbesserung von Lysa-
ten und die Entwicklung neuer Extrakte vor-
aus, da gegenwärtig alle verfügbaren CFPS-
Systeme Limitationen aufweisen [5]. Im Rah-
men des Leitprojektes „Zellfreie Bioproduk-
tion“ wurde daher am Fraunhofer IME in
Aachen ein Lysat auf der Basis von Tabakzel-
len (Bright Yellow 2, BY-2) entwickelt. Die
Herstellungsdauer des BY-2-Lysats (BYL) ist
mit etwa fünf Stunden deutlich kürzer als die
eines Weizenkeimextrakts (Abb. 2, [6]).
Zur Überprüfung der Leistung des BY-2-
Lysats wurden verschiedene Proteine, wie
z. B. die Firefly-Luciferase (aus dem Leucht-
käfer Photinus pyralis), sowohl gekoppelt als
auch ungekoppelt, exprimiert (Abb. 3). Bezüg-
lich der Ausbeute bei gekoppelter Expression
im Batch-Verfahren








kel, die sich vom end-
oplasmatischen Reti-
culum ableiten und die für die Bildung von
Disulfidbrücken und Glykosylierung benö-
tigten Enzyme wie Disulfidi somerasen und
Glykosyltransferasen ent halten (Abb. 3B).
Gerade diese Modifikationen sind bei vielen
Proteinen entscheidend für eine korrekte Fal-
tung und Funktion. Daher wurden die entwi-
ckelten BY-2-Lysate auch zur Expression des
industriell relevanten Enzyms Glukoseoxida-
se (GOx) getestet (Abb. 3C). Dieses Protein
besteht aus zwei identischen Polypeptiden
mit jeweils 80 Kilodalton. Die beiden Unter-
einheiten sind über Disulfidbrücken verbun-
den, welche für die enzymatische Funktio-
nalität essenziell sind [8]. Des Weiteren ent-
hält das Protein acht N-Glykosylierungsstel-
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Funktionelle Analyse von Genmutationen/Deletionen: Identifizierung relevanter Amino- Zeitsparende Methode zur Herstellung verschiedener Mutanten, 
säuren, mit Bedeutung für Proteininteraktionen oder enzymatische Aktivitäten [3] bait- und/oder prey-Proteinen in parallelen Ansätzen; keine 
Identifizierung und Analyse von Proteininteraktionen: Pull-down, Immunopräzipitation, 
Optimierung der Transfektionsbedingungen; keine Zellkultivierung 
Proteinarray;
und Zellaufschluss
Protein domain mapping: Identifizierung relevanter Proteindomänen
Herstellung funktioneller Proteinarrays: Anwendung der Proteinarrays als Werkzeug zur Parallele Expression von mehreren 1.000 Proteinen auf einem 
Analyse von Proteininteraktionen, aber auch mit Potenzial für diagnostische Zwecke, z. B. bei Array
Autoimmunerkrankungen [2]
Direkte Evolution von Proteinen im Reagenzglas durch Anwendung von Ribosomen-Display, Einfache Prozessierung komplexer DNA/RNA-Bibliotheken; 
mRNA-Display oder in vitro-Kompartimentierung. Grundlage dieser Methoden ist, dass das effizientere Phänotyp/Genotyp-Kopplung; Hochdurchsatz-
zellfrei exprimierte Protein mit seiner codierten Nukleotidsequenz verbunden bleibt. Fehler- methode
behaftete PCRs generieren einen großen Pool codierender Sequenzen. Nach zellfreier Expression 
kann auf Variationen eines Proteins mit einer bestimmten Eigenschaft, z. B. Interaktion mit 
einem anderen Protein, selektiert werden [3, 4]
Zytotoxische Proteine, schwer lösliche Proteine (z. B. inclusion bodies in E. coli), Proteine mit 
hoher Sensitivität für zelluläre Proteasen, virale Proteine und Membranproteine [9]
Screening chemischer Substanzbibliotheken, z. B. nach Translationsinhibitoren; Medikamenten-
screening [10]
Charakterisierung der translationalen Regulation (z. B. UTRs, RNA-capping, IRES) [11]). 
RNA-Virus-Charakterisierung [12]




Herstellung von zytotoxischen Proteinen/Membranproteinen/viralen Proteinen
Screening-Tool
Analyse der translationalen Regulationsmechanismen




Tabakzellen (BY-2) 200 μg/ml
Tab. 2: Ausbeuten verschiedener CFPS-Systeme.
Zellfreie Systeme basierend auf Proteinausbeute
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len. In den anschließenden Tests zeigte sich,
dass das Enzym sowohl voll funktionsfähig
als auch glykosyliert war (Abb. 3C, D).
Das Lysat weist zahlreiche Vorteile gegen-
über den bisher verfügbaren Systemen auf
und erfüllt Anforderungen, wie eine schnel-
le und einfache Herstellung, hohe Protein-
syntheseraten sowie die Unterstützung post-
translationaler Modifikationen. Damit ist ein
wesentlicher Meilenstein bei der Entwicklung
neuer Systeme erreicht, der es in Zukunft
erlauben wird, dem Anwender eine Band-
breite von speziell adaptierten Lysaten für
seine jeweilige Fragestellung zur Ver fügung
zu stellen. ó
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¯ Abb. 2: Herstellung des Weizen-
keimextrakts und des Tabak-BY-2-
Lysats (BYL). Beim Weizenkeimextrakt
werden aus Weizenkörnern durch
Mahlen und Sieben Embryopartikel
isoliert. Anschließend werden die
Embryopartikel mit möglichst wenig
anhaftendem Endosperm selektiert,
da dieses reich an Nukleasen und Pro-
teasen ist. Durch intensives Waschen
werden die verbliebenen Endosperm-
spuren entfernt. Aus den gewasche-
nen Embryopartikeln wird dann das
Extrakt gewonnen. Zur Herstellung
des BYLs werden die BY-2-Zellen fil-
triert und anschließend die Zellwand
mithilfe lytischer Enzyme verdaut.
Nach Entfernen der Nuklease- und
Protease-reichen Vakuolen werden die
Zellen zum BYL lysiert.
˚ Abb. 3: Expression verschiedener Proteine im BY-2-Lysat (BYL). A, Ergebnis der ungekoppelten
Expression der Luciferase aus Photinus pyralis (FFLuc) in BYL und Weizenkeimextrakt (WGE), in
welcher 1 μl der Reaktion mit 50 μl Luciferase-Assay-Puffer (Promega) gemischt wurden: (1)
100 μg/ml FFLuc-Standard, (2) FFLuc in BYL, (3) FFLuc in WGE. B, Expression von eYFP (enhan-
ced yellow fluorescent protein) mit Signalpeptid für das endoplasmatische Reticulum bzw. die
Mikrosomen im gekoppelten BYL-System. Die fluoreszierenden Vesikel zeigen die Translokation
des eYFPs in das Lumen der Mikrosomen. C, Ergebnis der Expression der Glukoseoxidase (GOx)
aus Aspergillus niger im gekoppelten BYL-System. Kolorimetrischer Nachweis der GOx-Aktivität
über ABTS (2,2-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure)) und HRP (horseradish peroxidase):
(1) 1.000 mU/ml GOx-Standard, (2) GOx in BYL, (3) Negativkontrolle in BYL. D, Immunoblot His-
markierter GOx im gekoppelten BYL-System mit (1) und ohne (2) Glykosidasebehandlung. Der
Massenunterschied nach Verdau der Glykane an der GOx dient als Nachweis der Glykosylierung.
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